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Parodontitis DNA-Chip

Erster DNA-Chip zum Nachweis von Parodontitis assoziierten Bakterienarten

<>
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Parodontitis

Entstehung und Progression parodontaler Entzindungs-
prozesse sind in der Regel auf eine Verschiebung des
mikrobiellen Keimspektrums in der Mundhohle, speziell

im subgingivalen Bereich zurlckzufuhren.

Wahrend sich die ,gesunde” orale Mikroflora vorwie-
gend aus Gram-positiven fakultativen Anaerobiern zu-
sammensetzt, Uberwiegen bei einer Parodontitis die

Gram-negativen Anaerobier.

Wichtige Ursache fur die Ausbildung von Parodontiden

ist u.a. eine mangelnde Mundhygiene, die sich zu-

néchst in Form einer Gingivitis manifestiert, bei der es

zu einer UbermaBigen Besiedlung des Sulkus gingivae
durch infektidse Bakterien kommt. Bleibt eine Gingivitis
unbehandelt und schreitet auch die Verschiebung des
bakteriellen Keimspektrums zu Gunsten der anaeroben
Bakterien weiter fort, kann die Infektion auf das gesamte
Parodontium Ubergreifen und zur Ausbildung einer Paro-
dontitis fUhren. Neben einer mangelhaften Mundhygiene
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Abb. 1

Bakterielle Komplexe des subgingivalen Plaques (adaptiert nach Socransky & Haffajee: Dental biofilms: difficult therapeutic targets.

Periodontology 2000, Vol 28, 2002, 12-55)

wird auch eine voribergende Schwéachung des Immun-
systems z.B. durch:

m Stress

m Rauchen

m Medikation

m Virale oder bakterielle Infektion etc.

als eine magliche Ursache einer parodontalen Entzindung
diskutiert. Des Weiteren spielen auch genetische Dispo-
sitionen insbesondere bei der Ausbildung aggressiver
Parodontiden eine wesentliche Rolle.

Parodontalpathogenes Keimspektrum

Wahrend sich die klinische Diagnostik in der Vergangen-
heit darauf beschrankte, die bedeutsamsten 4 bzw. 5
Leitkeime wie Actinobacillus actinomycetemcomit-
ans, Tannerella forsythia (frUher Bacteroides forsy-
thus), Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis
und Prevotella intermedia in subgingivalen Plaques nach-
zuweisen, sind wir heute durch die Entwicklung besserer
Nachweistechniken dazu in der Lage, weitere wichtige
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Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola

Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia
Treponema denticola

Actinobacillus
actinomycetemcomitans a, b, ¢

Eikenella corrodens
Actinomyces viscosus

Actinobacillus )
actinomycetemcomitans a, b, ¢

Campylobacter concisus
Capnocytophaga sp.
Eikenella corrodens

Actinomyces odontolyticus
Veillonella parvula

Keime kostenglnstig qualitativ zu bestimmen und in

den therapeutischen Ansatz einzubeziehen.

Tatsache ist, dass mit den sog. Leitkeimen oft Gruppen

weiterer Bakterienspezies assoziiert sind, die ein kompli-
ziertes Netzwerk von Stoffwechselprodukten miteinan-
der verbindet und die erst im Zusammenspiel (Komplex)
zu einer Erhdhung der Pathogenitat fUhren (Abb. 1).

,Cluster” und ,community” Analysen deuten auf die Exi-
stenz von insgesamt sechs verschiedenen Gruppen hin,
die sich wie folgt zusammensetzen:

Blauer Komplex: Actinomyceten

Streptokokken
Griner Komplex: Ekenella corrodens, Capnocytophaga
spezies, Actinobacillus actinomycetemcomitans
serotype a, Campylobacter concisus
Violetter Komplex: Veillonella parvula und Actino-
myces odontolyticus

Fusobakterium spezies und ssp,

Peptostreptococcus micros, Prevotella nigrescens, Pre-

Actinomyces viscosus

votella intermedia, Campylobacter spezies, Eubakterium
nodatum und Streptococcus constellatus

Roter Komplex: Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia und Treponema denticola.

ParoCheck® ist der erste DNA-Chip, mit dem dieses er-
weiterte Bakterienspektrum simultan qualitativ nach-
gewiesen werden kann: wahrend Sie mit ParoCheck®
Kit 10 alle Vertreter des ,roten” Komplexes und einige
Vertreter des ,,orangen® Komplexes nachweisen kon-
nen, erfasst ParoCheck® Kit 20 darlber hinaus fast alle
Vertreter des ,,orangen® Komplexes sowie die Leitkeime
anderer Komplexe (siehe Tabelle).
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Nachweis

ParoCheck® ist der erste DNA-Chip zum qualitativen
Nachweis von Parodontitis assoziierten Bakterienarten. Im
Gegensatz zu herkdmmlichen Nachweismethoden er-
folgt die Analyse von Biochips in Computer gesteuer-
ten optisch hochauflésenden Microarray Scannern, die
eine objektive Messung der Proben gewéhrleisten.

Patient

A) Probenentnahme und Versand

B) Labordiagnostische Analyse und Auswertung des

Keimspektrums
C) Befunderstellung und Riicksendung
D) Therapieempfehlung

Die digitale Auswertung von Biochips ermdéglicht eine
einfache Archivierung sowie eine schnelle Zustellung
der Befunde via E-Mail. In Abb. 2 sind Arbeitsablauf
und Arbeitsaufwand mit dem ParoCheck® schematisch
dargestellt und gliedern sich wie folgt:

Probe

efund

- per Post
- per E-Mail

Abb. 2 Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs und Arbeitsaufwand mit ParoCheck®
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Fur die Probenentnahme erhalten Sie ein Entnahmeset,
bestehend aus einem Auftragsformular, vier farbigen Re-
aktionsgefaBen und sterilen Papierspitzen. Obwohl die
Probenentnahme schnell und einfach durchzuflhren ist,
sollten Sie folgende Punkte unbedingt beachten:

Wahl der Probenentnahmestelle

Die meisten Markerkeime sind obligate oder fakultative
Anaerobier, die nur eine begrenzte Toleranz gegentiber
Luftsauerstoff haben. Aus diesem Grund sollten beson-
ders tiefe Taschen fUr die subgingivale Probenentnahme
in jedem Quadranten ausgewahlt werden.

AuBerdem sollten fUr die Probenentnahme akut blutende
Taschen, z. B. aufgrund einer vorangegangenen Son-
dierung oder stark eiternde Stellen vermieden werden.
Durch einen hohen Blut- und/oder Eiter-Gehalt wird der

Anteil humaner DNA im Probenmaterial erhdht, wo-

durch es zu einer Verdiinnung des bakteriellen Anteils
kommt. AuBerdem kdnnen inhibitorische Substanzen

im Blut und/oder Eiter die Analyse negativ beeinflussen.

Einzelprobe oder Mischprobe

Einzelprobe
Das Probenentnahmeset beinhaltet insgesamt vier far-

bige Rdhrchen, sodass Sie insgesamt vier subgingivale
Proben separat entnehmen und auswerten lassen kon-
nen. Dies gewahrleistet eine individuelle Keimbestimm-
ung von insgesamt vier Zahnfleischtaschen und die Ein-
schatzung des Risikos fUr Stitzgewebe- und Knochen-
verlust an einer spezifischen Stelle.

Sollten Sie sich flr diese Variante entscheiden, bitten
wir Sie die Papierspitzen nach Probenentnahme in die
farblich unterschiedlichen Réhrchen zu geben und auf
dem Auftragsformular entsprechend individuell zu kenn-
zeichnen.

Mischprobe
Fur Mischproben werden subgingivale Proben aus ver-

schiedenen Zahnfleischtaschen entnommen und ftr
die Analyse in einem Reaktionsgefal3 vereint. Diese

Variante liefert einen Mittelwert fur die untersuchten
Zahnfleischtaschen und ermdéglicht eine allgemeine
Risikoabschéatzung flr den Behandlungsverlauf.

Fur diese Variante bitten wir Sie die subgingivalen Pro-
ben in einem Rohrchen zu vereinigen und auf dem bei-
liegenden Auftragsformular entsprechend zu kenn-
zeichnen.

In diesem Zusammenhang sollten Sie beachten,
dass lhnen der Preis pro Analyse, d.h. pro Réhr-
chen in Rechnung gestellt wird! Dabei ist es uner-
heblich, ob in einem ReaktionsgefaB nur eine (Ein-
zelprobe) oder mehrere (Mischprobe) Proben ent-
halten sind.

Probenentnahme

B Nach Trockenlegung und Reinigung des supragin-
givalen Plaques den Entnahmeort mit Watterollen
isolieren.

B Sterile Papierspitze mit Pinzette bis zum Taschen-
fundus einflhren. 15 sec. in situ belassen.

B |n Abhangigkeit der Probe (Einzel- oder Mischprobe)
die sterilen Papierspitzen einzeln oder zusammen
in die beschrifteten Transportréhrchen geben.

~<]

1. Probenentnahme 2. Probenversand

)]
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ParoCheck® ist ein DNA Sondentest, der in Verbindung
mit einer extrem sensitiven und schnellen Hybridisie-
rungstechnik, den sog. Biochips, eingesetzt wird. Diese
erlauben eine wesentlich schnellere und exaktere Auswer-
tung vorhandener parodontalpathogener Bakterien in
der Probe. Das Testprinzip ist in Abbildung 3 skizziert
und basiert auf dem Nachweis der keim-spezifischen
16S rRNA codierenden DNA. Nach Probenentnahme
am Patienten wird die bakterielle DNA extrahiert. Im Fol-
genden wird ein ca. 300 Nukleotide langes DNA Fragment,
der 16S rRNA codierenden DNA aller vorhandenen
Bakterien der Probe, in Gegenwart eines hochkonser-
vierten Primerpaares mit Hilfe der Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) amplifiziert.

Das Design der PCR wurde so gewahlt, dass einzel-
strangige DNA Fragmente entstehen, die mit Fluorophor
Molekilen markiert sind. AnschlieBend erfolgt die Hy-
bridisierung der markierten Amplifikate an keimspe-

zifische DNA-Sonden, die auf dem Biochip fixiert sind.
Nach der Hybridisierung kann die Analyse mit einem
speziellen Microarray Scanner durchgefihrt werden.
Insgesamt 5 Kontrollsysteme verhindern falsch positive
oder falsch negative Ergebnisse. Die Auswertung und
Erstellung des ,CheckReport™* erfolgt mit Hilfe einer
speziellen Analyse Software.

Die Nachweisgrenze der ParoCheck® Analyse liegt
bei 10° Kopien eines bakteriellen Genoms.
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Abb. 3

CheckReport™
[ BCN )
eoe

Testprinzip des ParoCheck®

. Nach Extraktion der bakteriellen DNA wird ein ca. 300 Nukleotide langes DNA Fragment, der 16S rRNA codierenden

DNA aller vorhandenen Bakterien der Probe in Gegenwart eines hochkonservierten Primerpaares mit Hilfe der Poly-

merase Kettenreaktion amplifiziert. Das Design der PCR fihrt zu einzelstrangigen DNA Fragmenten, die durch Fluorophor
Molekule markiert werden.

. Die markierten Sonden hybridisieren an komplementare Sequenzen, die auf dem Chip verankert sind. Der Nachweis

der Parodontalpathogene erfolgt in Form von fUnffach Bestimmungen. Falschgebundene bzw. Uberschiissige Sonden
werden in den folgenden Waschschritten weggesplilt.

. Die gebundenen und markierten Sonden werden in speziellen Microarray Scannern detektiert. Die Auswertung

der Biochips erfolgt mit Hilfe der CheckReport™ Software.
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Die Auswertung des ParoCheck® erfolgt mit Hilfe
Computer gesteuerter optischer Geréate, sog. Scannern,
die eine exakte und objektive Messung ermaoglichen.
Flr jedes Bakterium sind auf dem Biochip jeweils flnf
Messpunkte vorhanden, wodurch das Risiko einer
Falschmessung minimiert wird. Die qualitative Bestim-
mung der parodontalpathogenen Bakterien ermdglicht
auBerdem den Therapieverlauf objektiv zu beurteilen

und das Risiko fur einen Stutzgewebe- und Knochen-
verlust zu reduzieren.

Neben der qualitativen Bestimmung des Keimspektrums,
enthalt der Labor-Befund auBerdem ein auf das individuelle
Keimspektrum abgestimmtes Therapieschema (Abb. 4).
Aufgrund der digitalen Auswertung kénnen alle Ergeb-
nisse einfach archiviert und elektronisch zugestellt wer-
den. Dadurch erhalten Sie den Befund wesentlich
schneller als bisher.

Nachweis parodontalpathogener Markerkeime (ParoCheck® Kit 10)

Die eingesandten Plagueproben wurden mit einem DNA-Chip zum qualitativen Nach-
weis von Parodontitis assoziierten Keimen untersucht. Die Nachweisgrenze liegt bei 103

Keimen.
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Bakterien Name
Actinobacillus
actinomycetemcomitans a, b, ¢
Eikenella
corrodens
Actinomyces
viscosus
Prevotella
intermedia
Tannerella
forsythia
micros
Campylobacter
rectus/showae

Peptostreptococcus

Untersuchungsergebnis und Therapieempfehlung:

Abb. 4 Auszug aus dem CheckReport™

gingivalis
Treponema
denticola

Porphyromonas

Fusobakterium
nucleatum ssp.
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Ziel der Parodontalbehandlung muss es sein, parodon-
talpathogene Bakterien aus den infizierten Geweben
dauerhaft zu eliminieren. In vielen Féllen ist allein durch
sorgféltiges mechanisches oder chirurgisches Vorge-
hen eine langfristige stabile parodontale Situation nicht
Zu erreichen.

Die hohe Rezidivrate nach konventioneller PAR-Behand-
lung hat gezeigt, dass rein mechanische MaBnahmen

fr einen dauerhaften Therapieerfolg haufig nicht aus-

reichen. Es ist unbestreitbar, dass neben der mechani-
schen Therapie SRP, adjuvante Antibiosen, sei es sys-

temisch oder lokal durch Einbringen eines Local Delivery

Devices (LDS), die Therapie gerade bei aggressiven

marginalen Parodontitiden nachhaltig optimieren kénnen.
Die Auswahl und der Einsatz geeigneter Antibiotika im
Rahmen einer PAR-Behandlung setzt jedoch eine mog-
lichst genaue Kenntnis Uber die Zusammensetzung
des Keimspektrums voraus. Viele Therapieversager
und die Ausbreitung bakterieller Resistenzen unterstit-
zen diese Tatsache.

Mit ParoCheck® haben Sie die Mdglichkeit ein breites
Spektrum parodontalpathogener Bakterien zu erfassen
und die Antibiotika-Auswahl gezielt auf das indivi-
duelle Keimspektrum des Patienten abzustimmen.
Anhand der nachgewiesenen Bakterien wird ein ent-
sprechendes Therapieschema als Vorschlag flr eine
weitere wirksame Behandlung erstellt. Hierbei werden
ausschlieBlich Antibiotika herangezogen, flr die gute
antimikrobielle und klinische Wirkungen beschrieben
wurden.

Indikation fiir eine Antibiotikatherapie

Generell sollte bei der Applikation von Antibiotika in der
Parodontitistherapie beachtet werden, dass diese nur in
Verbindung mit einem supra- und subgingivalen Debride-
ment sinnvoll sind. Die temporére Desintegration des
Biofilms ist eine wichtige Voraussetzung, um eine opti-
male Wirkung des Antibiotikums zu erzielen. Antibiotika
sind also in der Parodontitistherapie als Unterstitzung

und nicht als Ersatz von supra- und subgingivalem De-
bridement anzusehen.

Die DGP/DGZMK empfiehlt in ihrer Stellungnahme die
mikrobiologische Diagnostik bei den folgenden Parodon-
titisformen:

B Aggressive Parodontitis

B Schwere chronische Parodontitis

B Parodontiden, die trotz Therapie progrediente Attach-
mentverluste aufweisen

B Parodontalabszess mit Tendenz zur Ausbreitung in
die benachbarten Logen, Fieber und/oder ausge-
pragter Lymphadenopathie

B Nekrotisierende ulzerierende Gingivitis oder Parodon-
titis mit ausgepragter Allgemeinsymptomatik

B Mittelschwere bis schwere Parodontitis bei systemi-
schen Erkrankungen bzw. bei Schwéchung des
Immunsystems.
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FUr neuere Verfahren zur Diagnostik und Therapie von
Parodontopathien existiert keine explizite Abrechnungs-
grundlage gemé&B GOZ und GOA, da diese Verfahren
erst nach in Kraft treten der GOZ 88 entwickelt wurden.
Dies gilt auch fur den ParoCheck® (Abb. 5).

Wird ein Patient mittels ParoCheck® auf das Vorhanden-
sein von Parodontitis-Erregern untersucht, kann fUr die
Berechnung dieser Leistung § 6 Abs. 2 GOZ herange-
zogen werden. ,Selbsténdige zahnarztliche Leistungen,
die erst nach In Kraft treten dieser GebUhrenordnung
aufgrund wissenschaftlicher Ergebnisse entwickelt wer-
den, kdbnnen entsprechend einer nach Art, Kosten-
und Zeitaufwand gleichwertigen Leistung des GebUhren-
verzeichnisses fur zahnarztliche Leistungen berechnet
werden.®

Die Materialentnahme kann vom behandelnden Zahn-
arzt gemaB3 GOZ-Nr. 401 abgerechnet werden, wobei
je Entnahmevorgang abgerechnet wird.

Hierbei sind verschiedene Abrechnungsvarianten méglich:

1) Pro Zahn interessiert nur eine Stelle (z.B. mesial):
Geben Sie in diesem Fall drei Papierspitzen in den
gleichen Taschenbereich, um maoglichst viel Unter-
suchungsmaterial zu erhalten.

FUr diesen Zahn kdnnen Sie abrechnen:
1 x GOZ-Nr. 401

Zahn GOZ-Nr. Leistung
001 Untersuchung
16, 26, 30, 38 405 Belage entfernt
16, 26, 30, 38 401 analog* Subgingivale
Entnahme von
Bakterien

2) Pro Zahn interessieren unterschiedliche Stellen (z.B.
mesial/distal, interradikular, vestibular/oral):
Bei bestimmten pathogenen Gegebenheiten kann eine
genaue Analyse der Taschenflora an unterschied-
lichen Stellen der parodontalen Tasche im Bereich
eines Zahnes interessieren. Geben Sie in diesem Fall
die drei (max. auch funf) Papierspitzen in die unter-
schiedlichen Taschenbereiche. Sie erhalten einen
Gesamtuberblick und die Chance einen mikrobio-
logisch-aktiven Bereich in der parodontalen Tasche
mit den Papierspitzen zu erfassen.

Fur diesen Zahn kdnnen Sie abrechnen:
3 bis 5 x GOZ-Nr. 401

Wird die Rechnung Uber den mikrobiologischen Test
direkt durch das Labor dem Patienten zugesandt, so
ist § 4 Abs. 5 GOZ zu berucksichtigen: ,sollen Lei-
stungen durch Dritte erbracht werden, die diese dem
Zahlungspflichtigen unmittelbar berechnen, so hat der
Arzt ihn dartiber zu unterrichten®.

Begleitleistungen, wie Beratung, Therapiegespréache
und Zahnreinigung sind so zusatzlich nach GOZ be-
rechenbar.

Anzahl Faktor Euro
1

4

Kosten laut GOZ §3 und §4 Abs. 3

Gesamtkosten

* Berechnung auch analog einer anderen nach Art-, Kosten und Zeitaufwand gleichwertigen Leistung der GOZ

Abb. 5 Berechnung ParoCheck®. Quelle: Wuttig S. Neue Leistungen in der Parodontologie. Dental Magazin. 2003 Méarz; 112-114.
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